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1緒 言
　Feulgen　u．　Grilnbergi）・（1938－9）により最初に考
案されたPlasmalogen野景法はその後M．　Anchel
and　Waelsch2）（ユ944），　F．　Leupold3）（1950）及びR。
Feulgen　et　al・4）（1951）により着干の改良が加えら
れた。著者はこれ等のPlasmalogen定量法に関し
て種々楡討をブ川え，賄干の知見を加えるごとが出
來たので，その検討結果と共に著者の得たる改良
法を報告する。
　　　　　H　Plasmalogen定量法の楡討
　　　　　　　ω抽1：臨法に関する検討
　〔a）溶媒：Feulgen　u．　G戯nberg（1938－39）等は組織よ．b
のPlasmalogen抽出溶媒として麻酵用エーテルを用い，
またFeulgen　u．　And：　essen　（1951）は血清よりのPlasma－
logen抽出に30倍量のアルコールを使用した。またAn－
chel　and　WaeIsch　C1944）は試料をアセ1・ンで処遅後250
倍量の熱アルコール及び100倍量の熱工｛テルで中枢紳経
系のPlasmalo鍔enを抽出する方法を発表している。著者
は成熟白鼠脳1gを25倍量の96％アルコPルで数回連続
抽出し，各回毎のPlasmalogen量を測定して第1表の如
き結果を得た。この表より明かなる如く，25倍量の96％ア
ルコρル4回抽出で脳Plasmalogenは完全に抽出される
ことが証明された。中枢示llI経系は最もPlasmalogenに富
む騰器であるから，他の臓器組織よりPlasmalogenを抽
出する場合には明かに25倍：量96％アルコール4回抽出に
て充分である。　　　　　　・
　Cb）抽出温度及び時問：Feulgen　u．　GrUnbergは試料
をソツクスレで連続抽出し，またFeulgen　C1951）の血清
Plasmalogen定量法においては室温5分問の冷・アルコe
ル振盤により完全に抽出可能であると報告されている。著
．者は第1表の実瞼において毎回室温5分間の振温を4回連
続し，この抽出法により各騰器組織のPlasmalogenが完
全に抽出されることを証明した。
　　　　　　　　　　　第1表
　　　　材料　威熟白鼠脳1g，盲験値O．02；png
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　なおPlasmalogeI1以夕トの他の脂肪性物質を同時に抽出：
するために，第1表で使用したる同一材料を25倍量の96．
％温アルコールで10分間振袖し，　これを2回行い吹いで
25倍量のエ・一一テルーアルコール混液（1＝2）で逆流冷却器を
つけて30分間加熱し，最後に25倍量エーテルで30分煮
沸したる出合に，室温冷アルコ｛ルのみで抽出せるPlas－
malogen：量と等しい値：が得・られた。
　　　　　（2）抽出液蒸発乾固に関する槍討
　臓器組織よりのPlasmalogen抽出液を蒸発乾閲する場
合，特に注意すべきことは，Plasmalogenは熱に対して非
常に不安定なる性質を有しているという点である。磁器よ
りのPlasmalogen抽出液を50。C以下で減圧乾燥し，第2
表及び第3表の如く80DC，60℃の恒混槽に入れ一定nrw1
後これを取り出し，龍燈にて水解後直ちにSchiff試藥10
ccをそれぞれ加え室温に4時間放置して最高発色をまち，
この色素をユOccのアミルアルコール層に移してこれ等の
吸光係数を求めた。
　この実直において，800C加熱5分間では4％，30分では
ユO％及び60℃加熱60分では3％の吸光係数減少が認め
られた。
　それ故Plasmalogen抽出液を蒸発乾固する場合には減
圧の下に60。C以下の水浴中で行うことが必要である。
　　　　　　　（31水解に関する検討
　（a）水解剤：Plasmalogenのアセタール結合は酸により
容易に水解を受ける性質を有しており，血清Plasmalの
いわゆる直接法といわ凝しているFeulgen　u．　ImhaUser5）
CI927）のPlaSlnalogen定量法は血漕をSO2含有水とHCI
で酸性にした後，フクシン亜硫酸液と反磨させ最高発色を
まって比色している。しかし乍らその発色はフクシン亜硫
酸の酸度の羽い時は非常に徐々であり，また逆に強酸性の
場合には色素反磨が抑制されるという不都合が生じて細
る。それ面この困難を克服するためには細氷による触媒作
用を必要とし，Feulgen　u．　GrUnberg（1939）はこれを用
いていわゆる間接法を発表した。その後昇氷はアミルアル
コールで振事する場合水相とアミルァル＝　・一ル相問に薄膜
を形威し，また微酷なる沈澱の原因と成って測定値が屡々
低い値と混同される傾向のあることが報告され，最近
Feulgeh（1951）はこの危瞼を纏けて純粋なる酸水解法を探
議してv・る。他方Waelsch（19441は酸水解と昇永による
触媒作用を併用したる定量法を発表した。
　（b）水解1馴IL　PIasmalogenの昇派による水解は瞬間
的であるがHqlのみによる水解の場合には血清について
500C，2口開を必要とすると報告されている。
　著者は昇氷による水解と純粋なる酸分解とを比較して，
そのいずneCSeいても充分満足すべき結果が得られたが，
ただ酸分解の場合にはHCIを中和するNaOHの量が多少
なり暗転過ぎる場合には著しい儒反曝を呈する故，その危
1倣のない昇禾分解を主として用いた。
　　　　　　　　　　第2表
　　　　　60。C加熱による吸光係数値の変化
加熱時闘
　r分）?????
吸光係数
1．30
1．26
］．25
吸光係数減少
　　（％）
???
　　　　　第3表
80℃加熱による吸光係数値の変化
加熱梅津
　（分）?????? ?? ?
吸光係数
031
4??1
???
22﹈
611
011
801
吸光係数減少
　　（％）
????．??? ??
　　　　　　（4）色素抽出溶媒に関する槍討
　Feulgenは色素抽出剤としてアミルァルコbルを用い，
WaelSchはカプリルアル＝Pルを使用した。カプリルァ
ルコトルによつて抽出されたる場合の色素は甚だ安定であ
り，またアミルアルコールの如き偶反慮を呈することのな
い利点を有している。しかし乍らカプリルアルコールは非
常な不快臭を有し，油状なるため試瞼聲の洗瞥が困難であ
るといわれている。アミルアルコールの最大の欠点は
Schiff試藥tcよる偽反慮を呈することであるけれ共，こオし
はFeulgenのいう如く主としてアミルアルコール中に存
在するアルデヒドに原因するものであって，このアルデヒ
ドを適当な酸化剤を加えて酸化し後蒸溜せるアミルアルコ
ールはただSO2濃度を稀釈せるために微弱な赤色を皇し
て來るだけである。それ故アミルアルコール使用前にこれ
をSO2含有水で振撮するか，または色素液をSO2含有水
で稀釈するヒとによりSO、’濃度減少に件って生ずる傭反
謄を最小にすることが出花る。
　なおアミルアルコールによつて完全に抽出されたる色素
を比色定量する場合に，各比色に適当なる濃度にこの有色
5）　Feulgen　u．　lmhtiuser：　Bioehem．　Z，，　181，　30　（1927）．
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アミルアルコールを稀釈可能なれば甚だ好都合である。試
みにこの有色アミルアルコールを純粋なるアミルアルコー
ルにて倍数稀釈した揚合，as　4．表の如くその吸光係数が稀
釈倍数に比例して変動するのが認められた。それ故比色に
　　　　　　　　　し当って，色素を漣当なる濃度に定量的にアミルァルコP一ル
により稀釈可能なることが明かに成った。
　　　　　　　篤4表
アミルアルコール倍数稀釈に件う吸光係数
稀釈倍数
???????
キュベッ1・の径
　　（mm）
????????
吸　光　係　数
1．85
0．90．
O．94
0．61
0．60
　　　　　　（5）吸光係数曲線に関する二一
　（a）発生色素の各波長における吸光係数lSchiff四二10
ccを合成したるα一β飽和，　α一β不飽和一Palmitinaldehyde
山高溶液及，び動物各臓器より抽出したるPlasmalogen氷
酷溶液を6％昇口占数滴にて水解せるものに，各々加えそ
の場合に発生したる色素をアミルアルコ｛ル10ccにて抽
tJ：1し，；有色アミルァルコPルをキ・Lベットにとり，純粋な
アミルアルコールを対照として各波長におけるその色素の
吸光係数をColeman・spectrophotometer及びPulfrich－
Stufen－photometer（島津）を用いて測定した。
　その揚合の波長を横軸にまた各波長における吸光係数を
縦軸に取ると第1図の如く，各物質について殆ど李行なる
走行を示す所の曲線が得られた。Pulfrieh－Stufen－photo－
meter及びColeman－spectrophotometer共に走行の一
致せる曲線を示し，両者共に波長560μmにおいて最高吸
攻i率を有していることが証明された。
　（b）Filter　S．55を用い合成一Palmitinaldehyde及び臓
器Plasmalogenの倍数稀釈に計う吸光係数の変動＝
　最高の吸牧率を示す所の波長560μmに最も近い中心
波長550μmなるFilter　S．　55（島津）を用いて，合成a一β
飽和，及び合成α一β不飽和一Palmitinaldehyde　50　mgを秤
：賦し，氷酷酸100ccに溶かしこれを基準液とし，この基準
液を氷酷酸にて倍数稀釈し，その各稀釈液1ccについて発
生する色棄の吸光係数を求めた。
　また同時に動物各臓器より抽出せるPlasmalogenにつ
い．Zも，これを氷酷酸にて倍数稀釈し各稀釈液にヒ2いて，
馬飛による水解後直ちにSchiぼ試藥10ccを加え発生せる
色素の最高発色をまってこれをアミルアルコール10eeに
て抽禺し，その吸光係数を求めた。
500
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　　　　　　　第5表
Palmitinaldehyde倍数稀釈による吸光係数
Palmitin－
aldehyde
（mg％）
50．00
25．00
12．50
6．25
3．12
1．56
0．7S
キュベッ
トの径（胆m）．???????? ?
吸光係数
2．50
1．25
0．65
1．35
0．67
0．33
0．16
10を莱じてPalmitin－
aldehyde　mg％に換算
　　　（mg％）
50．00
25．00
13．00
6．70
3．35
工．65．
O．80
　　　　　　　第6表
臆器Plasmalogen倍数稀釈による吸光係数
稀　釈　倍　数
???
吸　　光　　係　数
2．42
1．20
0．62
0．32
3巻5号 吉原一複合脂質に関する生化学的研究　W 203
　その両蓋瞼における結果は第5表及び第6表にて明かな
る如くFilter　S．55を用いた揚合に，　Palmitinaldehydeの
濃度と吸光係数問にはLambert－Beerの法則が成立し，
比色定量の可能なることを示すものである。また吸光係数
に10を乗じたる値：は被槍液申のPalmitinaldehyde　mg％
に相当し，　これはFeulgenの結果．と一致していることを
不している。
　（c）発生色素の最高発色に要する時間及びその色素の安
定度：臓器より抽出せる粗燐脂質申のPlasmalogenを氷
酷溶液となし，これを昇7］（　lqて水解後直ちにSchiff試藥
10ccにて発色させ，時間を追ってこの色素をアミルァルコ
Pルに移しその吸光係数を求めた。（第2図）
??
0　2　4 i2
第2図
24（時向）
　この実瞼においては発色後10分間にして既に90％の吸
光係数が得られたが，その後の上昇は非常に徐々であり，
発色後室温4蒔間にして最高吸光係数が得られた。またこ
の色素を室温に24時間放置する場合にはtw　IO％の吸光係
数減歩が観察された。
111　Plasmalogen定量法
　　　　　A．定量に必要なる試藥及び器械
　i）Sehiff試藥：フクシン1gを700　ecの沸騰水に溶
かしこれを室温に放冷した後工¢褐色メスコルベン中に濾
過する。次いでこれを2n－HCI　50　ccにて酸性となし，酸
性亜硫酸ソ”ダ5gを加え艮く混和して画線まで蒸溜水を
充たし，完全にフクシンの色が脱色するまで冷暗所に放置
する。完全脱色に24時間を要す。
　ii）SO2含有水：Schiff試藥と同様に調製し，ただこの
液はフクシンを含まぬだけである。
　iii）稀釈液：分液ロPト申でSO2含有水と約10％のア
ミルアルコールとを5分問振撮し，静置後その水相を濾過
し使用する。
　iv）アミルアルコPル：市販のアミルアルコbルはその
中に多少のアルデヒドを含んで居り，蒸溜法だけではこれ
を純粋にすることは不可能である。それ故アミルアルコー
ルに酸化銀を加え，逆流冷・却器をつけて数時間煮沸してア
ルデヒドを完全に酸化し，後蒸溜してSchiff反雁陰性と威
つたものを使用する。
　　v）　6％，fi”飛才夜
　　vi）氷酷醸：市販品はアミルァルコFルと同様，　Schiff
反鷹陽性物質を含んでいるため，これに無水クロム酸を加
えて数H間放回しこれを完全に酸化させた後蒸溜しSchift’
反謄陰性と成ったものを使用する。．
　vii）　96％蒸溜アルコPル
　viii）海砂及び乳鉢
　　ix）Coleman－spectrophotometerまたはPulfrich－
　　　　Stufen－photometer
　　　　　　　　　B．定量実施
　1）Plasmalogen抽H｛：新鮮なる臓器〔脳及び紳経（0．l
g），副腎（0．2g），肝（2g），その他の職器（O．3・一〇．5g）〕を
Torsion－balanceで正離に秤量し，これに10倍量の海砂を
加え乳鉢中で付く磨細する。Yxいでこれに試量の100倍量
の96％温アルコールを数回に分け，　毎回5分つつ激しく
振盤し，有感硬質三角コルベン中に濾過する。
　2）加水分解
　　　i）アルコ｛ル抽出液を60℃以下の水浴上で減圧
の下に濃縮乾燥する。この場合濃縮液の突込を出眈るだけ
遜け，そのためには継えずコルペンを回聴させる様にする
と，この危瞼は割合少ない。完全に乾燥したならば長時周
空知にさらすことなく，直ちに栓をする。
　　ii）乾燥せる粗Piasmalogenに氷虚蝉1～2ccを加
え，コルベンを回輔させ乍ら，上壁に附着せるものを全て
溶解させる。この出合60。Cの水浴中に30秒陶コルベンを
入れて暖めると，粗Plasmalogenは完全に溶解する。
　　iii）この氷酉告液申に直ちに6％昇乗液数滴を加えNく
混和する。
　3）呈色反鷹及び比色
　　i）加水分解後Schiff試藥10　ccを正確に加え，最高
発色を見るまで即ち室温（18。C）に4時間放置する。
　　ii）その後コルベン申にメスシリンダPで稀釈液20
CCを加え，コルベンを回輔させ乍ら壁に附着せる色素を充
分稀釈する。
　　iii）．アミルァルコ｛ル10ccを正薩にコルベン中に加
え，栓をして30秒間激しく振盤し直ちにこれを50cc逡心
讐に移して2分間遠心し，アミルアルコールに抽IIIきれ，た
色素を水相より完全に分離する。
　　iv）この有色アミルアルコール2CCを11三催にとり，純
粋なアミルアルコール2ccを加えこの色素を2倍稀釈す
る。
　　v）この稀釈せる有色アミルァルコbルを径10　mm
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のキュベットに移す。同時に対照として他の同様なるキュ
ベットに純粋なアミルアルコールを入れる。
　　vi）この両キュベットをPulfrich－Stufen－photometer
（島津）にセッ1・し，Filter　S．55を用いてその吸光係数を
．10回読み，更にキュベットの位置を交換してその吸光係数
を10回求め，これ等を平均してAとする。
　vii）盲瞼：他の有栓硬質三角コルベンに抽出に用いた
アルコールを等量加え，これを濃績乾燥後，’試料について
行ったと同様なる操作をくり返し，その場合の亭均吸光係
数をBとする。
　　　　　　　C．Plasmalogen算出
　試料中のPlasmalをPalmitinaldehydeで表わすとその
　　　　10x2（A－B）継対量は　　　　　　　　　　mgと成る。　　　　　　100
　故に職器100g中のPalmitinaldehydeは
　　　］．O×2（A－B）　　　　　　　　　mg％　S＝試料重量である。　　　　　s
　　　　　　　　　　　10　×　‘A　（A一　B）
　故にPlasmalogenは　　　　　　　　　　　　　　　　×　1．8　mg％と成る。　　　　　　　　　　　　　，s
但しPlasmalogen分子中の脂肪性アルデヒドを，　P31mi－
tinaldehydeで表わした。
IV総 括
FeulgenのPlasmal完量法を検討し，その2，3
を改良して動物各臓器のPlasmalogenに慮用した。
即ち
　1）アルコール抽出液を減圧濃縮する場合，高
温では分解の危瞼があるため，60℃以下で行う必
要がある。
　2）Schiff三二により発生する色素はその最高
発色に4時聞を要し，より著しく長時聞を経過す
るとその低下が見られる。
　3）発生したる色素の吸光係数曲線をColeman－
spectrophotolneter．及びPulfrich－Stufen－photometer
で求めた。
　4）Pulfrich－Stufen－photometer（島津）を定量に
使．旧する場合，：Filter　S・55が最も適当である。
　5）α一β飽和，不飽和一Palmittnaldehyde並びに
臓器より抽出せる粗Plasmalogenより得られた吸
光係数曲線の走行は全く一致してV・る。
　6）アミルアルコールの稀釈により比色に・適当
なる濃度．に色素を稀めることが出來る。
　7）Plasmalogen分子申の脂肪性アルデヒドを
Palmitinaldehydeを以て表わし，吸光係数より
Plasmalogenを算出する場合の常数を10とした。
Summary
　　　　The　determinaL　tion　of　acetal－phospholipid　first　described　by　Feulgen　u．　Grlinberg　（193，9）　was　slightly
modified　by　Wa，　elsch　（1944），　LeupQld　C1950）　and　Feulgen　（1950）・　The　author　has　lnsrestigated　this　method
from　various　points　anq　has　been　able　to　make　certac　in　contributions．
　　The　results　are　as　follows：
　　　　Pla‘smalogen　can　be　extracted　quantitatively　with’　one　hundred　volumes　of　alcohol　under　600C
from　animal　organs　and　tissues，　minced　finely　with　seasand．
　　　　Both　saturated　and　a，　B　unsaturated　fatty　aldehydes，　prepared　synthetically　or　isolated　from　the
bra‘ins，　showed　the　same　color　reaction　using　Feulgen’s　reagent．
　　　　The　absorption　spectra　curves，　estimated　with　Coleman’s　spectrophotometer，　showed　the　maximum
at　560　xim・
　　　　The　color　thus　obtained　can　be　diluted　quqc　ntitatively　to　a　moderac　te　intensity　with　a，　myl　alcohol．
